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<背景・目的> 
生体内でのタンパク質の寿命は、数分から数週間以上とされている。このとき不要に
なったタンパク質を選択的に分解していくのがユビキチンプロテアソーム系で、ユビキ
チン系には、ユビキチン活性化酵素(E1)、ユビキチン結合酵素(E2)、ユビキチン転移酵
素(E3)といった３種の酵素が関与する。ユビキチンは E1、E2 へと渡され、E3 が最終
的に標的タンパク質をユビキチン化する。さらに標的タンパク質に結合したユビキチン
にユビキチンが順次結合し、ポリユビキチン化されたタンパク質はユビキチンプロテア
ソームによって分解する。このシステムは、細胞周期の進行、シグナル伝達、および免
疫応答を含む多くの生物学的機能において重要な役割を果たすシステムである。 
 UbcH10 は、細胞周期中で APC/C による有糸分裂の進行と終了に関与する主な E2
である。H10BH は、UbcH10 Binding with a HECT like domain の略称で、UbcH10 と
相互作用する新規因子として同定された。H10BH の C末端は、ユビキチンリガーゼフ
ァミリーが持つドメインの１つである HECT ドメインに弱い相同性を示したため
HECT 型ユビキチンリガーゼであると考えられる。さらに H10BH は、HECT 様配列
依存的に自己ユビキチン化活性を示すことが報告されており、UbcH10を E2 として用
いることで H10BHが E3 として機能すると考えられる。 (Kobirumaki et al, J Biochem 
2005)。また、出芽酵母では H10BH は必須遺伝子であることを見出している。しかし、
生体内における機能の詳細について明らかになっていない。そのため、H10BH の機能
解析の一端として、HeLa cDNA Libraryを用いて Yeast-two-hybrid法を行ったところ、
検出されたタンパク質の一つは新規タンパク質であったため、H10BH-BP(H10BH-
Binding Protein)と名付けた。H10BH-BP は、M 期に Cdc2 によりリン酸化を受けるこ
とが本研究室の過去の研究で分かっているが、既知のドメイン構造を持たないため機能
の予測ができない。一方、繊毛形成を行う単細胞藻類から哺乳動物まで幅広く保存され
ており、多発性嚢胞腎の原因遺伝子である Kintoun(DNAAF2: dynein axonemal 
assembly factor 2)と呼ばれるタンパク質が報告され(Omran et al, Nature 2008)、その
C 末端側部分配列が H10BH-BP と一致することが分かった。しかし、HeLa 細胞には
繊毛が発現せず、RT-PCR による解析からは部分配列である H10BH-BP mRNA のみ
の検出はされたが、全長 Kintoun の mRNA は検出できなかった。これは、Kintoun は
繊毛を持つ細胞のみ発現しているという報告と一致しており、H10BH-BP は Kintoun
とは異なる機能を持っている可能性があるのではないかと考えられる。Kintoun の機能
について報告されているものは Kintoun の N 末に関するものが多く、繊毛形成に重要
という報告のみである。しかし H10BH-BP の機能の詳細は、明らかとなっていない。
そのため、Kintoun と H10BH-BP の細胞周期の進行における機能を解明することを本
研究の目的とし、以下の結果を得た。 
 
<結果> 
H10BH-BP は、Kintounの C 末端領域部分配列に相当する。そのため繊毛形成に関与
するとされているKintounと機能未知であるH10BH-BPの機能解析の一端として RT-
PCR で mRNA 発現量を定量解析した。一次繊毛は、血清飢餓時に伸長するという報告
があるため血清添加培地から血清飢餓培地で培養した HEK 293T 細胞を用いた。解析
の結果、Kintoun は血清飢餓時に発現量が増加するのに対して H10BH-BP は特に変化
は見られず常に一定量の発現が見られた。また Kintoun と H10BH-BP では、H10BH-
BP の方ではるかに発現量が高いということも示された。また繊毛を形成しない HeLa
細胞で Kintoun はほとんど発現していなかった。また Kintoun と H10BH-BP では
mRNA の転写開始部位やプロモーター領域もそれぞれ異なっており、H10BH-BP は
Kintoun exon 1 の内部に転写開始部位とプロモーター領域を持っていることも分かっ
た。そのため、Kintoun 遺伝子からは 2 種の mRNA(Kintoun, H10BH-BP)が作られて
おり、機能も別々に持っているのではないかと示唆された。 
Kintoun は繊毛形成に重要であることが知られているが、H10BH-BPの機能は未知で
ある。そこで、HeLa 細胞で Kintoun を knockdown して機能解析を行った。前述した
ように、HeLa細胞では繊毛を形成しないことから Kintoun は発現しないため H10BH-
BP のみが発現している。この条件では、H10BH-BP を実質 knockdown していると考
え細胞周期や細胞形態への影響を調べた。すると、H10BH-BP を knockdown すること
で細胞周期進行への影響を示し、また染色体の異常や anaphase-bridge が多く観察され
た。 
通常、ヒストンがメチル化などの化学的な修飾を受けるとクロマチンの状態が変化す
る。そのためH10BH-BP knockdown による細胞周期進行への影響や、核形態の異常が
ヒストン H3K9-トリメチル化によってクロマチン凝縮が生じた結果ではないかと考え
た。しかし、ヒストンのメチル化は増加するのではなく、減少傾向にあった。さらに、
H10BH-BP knockdown によってDNA 損傷を誘導するということも示された。 
H10BH-BP knockdown による核形態の異常が TOP2Aを knockdown した際の核形態
の異常を報告したものと類似していた。そのためH10BH-BP と TOP2Aとの関与を推
測し、H10BH-BP knockdown 時の TOP2A と TOP2B の発現量を検討したところ
TOP2Bに影響は見られず、TOP2Aの発現量の減少が認められた。しかし、TOP2Aの
発現量の減少はプロテアソーム分解によるものではなかった。さらに TOP2A によって
H10BH-BP knockdown による核の形態異常やDNA 損傷が回復することが示された。 
TOP2A 活性は、super-coiled plasmid DNAが TOP2A によって relaxed DNAに変化
する活性である。この活性に H10BH-BPが影響を示すかどうか検討を行った。その結
果 H10BH-BP 添加時に TOP2A 活性は促進を示し、H10BH-BP の濃度依存的に促進
することが示された。このことから、H10BH-BP は TOP2A を介して正常な染色体の
構築に関与しているのではないかと考えられた。 
 
<まとめ> 
本研究において、機能未知である新規タンパク H10BH-BP の機能解析を行った。
H10BH-BP は既知のドメイン構造などを持っていないため機能を推測することができ
なかったが、Kintoun の exon 1 内に転写開始部位とプロモーター領域をもっているこ
とが明らかとなった。そのため Kintoun 遺伝子からは Kintoun とH10BH-BP の 2 種の
mRNA が産生されており、このようにエキソン内に転写開始部位を持つ別の mRNAが
できるのは他ではあまり見られることのないとても珍しい現象であることが示された。
また H10BH-BP knockdown によって、細胞周期進行や核の形態異常、DNA 損傷の誘
導などに影響を示すことも明らかとなった。さらに H10BH-BP と姉妹染色分体の分離
に関わる TOP2A との関与が明らかとなり、H10BH-BP は TOP2A 活性を促進させる
ことも示された。そのため、H10BH-BP は G1-S 期ならびに M 期において、正常な染
色体の構築に重要な働きをしている可能性があると考えられる。 
今後、TOP2A の活性が下がっている時の H10BH-BP の機能を明らかにすることで詳
細な細胞周期内での機能が明らかになる。さらに、マウスを用いてH10BH-BP が生体
内においてどのような影響を示すのかを解析することが期待される。 
 
